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摘要 :【 目 的】 明确 昆 时 病原 线 蛙 Heterorhabditis beicherriana LF œ A (LE) 5 2x xq 84 A 
Bacillus thuringiensis HBF-18 菌株 (Bt HBF-18) 混 用 后 对 华北 大 黑 鳃 金龟 Holotrichia oblita 幼虫 的 臻 
病 力 的 协同 增 效 作 用 ,为 该 害虫 的 防治 提供 新 的 技术 措施 。【 方 法】 在 室内 测定 了 LF 在 不 同 使 用 
剂量 .不同 环 境 温 度 及 不 同 土壤 湿度 条 件 下 对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 - 10 日 龄 幼虫 的 致 病 力 ; 通 过 室内 
生 测 测定 了 Bt HBF-18 对 LF 存活 的 影响 ,以 及 Bt HBF-18 与 LF 两 者 混用 后 对 7 - 10 日 龄 华北 大 
黑 鳃 金 包 幼虫 的 防治 效果 ;同时 通过 室外 盆栽 试验 测定 了 两 者 混用 对 华北 大 黑 鳃 金 包 幼虫 的 防治 
效果 。【 结果 】 华 北大 黑 鳃 金 急 幼虫 死亡 率 随 LF 施用 剂量 和 处 理 时 间 的 增加 而 升 高 ,其 中 , 侵 染 期 
线虫 (infective juveniles, IJs)800 IJs/100 uL 及 以 上 剂量 处 理 7 d 后 幼虫 死亡 率 达 到 了 100% ;25*C 
为 该 线虫 侵 染 的 最 适宜 环境 温度 ;适宜 土壤 湿度 范围 为 14% ~20% ,湿度 过 低 或 过 高 都 会 显著 影 
响 其 侵 染 效率 。 室 内 生 测 结果 表明 ，Bt HBF-18 处 理 9 d 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 致死 中 浓度 
(LCso ) 为 1.44 x 10* CFU/g 土 ,此 浓度 对 LF 的 存活 基本 没有 影响 。 另 外 ,室内 生 测 和 室外 盆栽 试 
验 结 果 均 表明 ,将 LF 5 Bt HBF-18 混用 能 显著 提高 对 华北 大 黑 鳃 金色 幼虫 的 防治 效果 ,混用 后 有 具 
有 不 同 程度 的 加 成 或 协同 增 效 作用 。 室 内 生 测 试验 中 LCS, Bt 200 IJs/100 uL LF 混用 处 理 3 d 
后 , 较 单 独 LF 和 Bt HBF-18 处 理 幼虫 死亡 率 分 别提 高 了 约 43.07% 和 36.05% ,具有 显著 的 协同 增 
效 作 用 ;室外 盆栽 试验 中 1/2 LC4,Bt +1 000 IJe/mL LF, LC,,Bt +1 000 IJs/mL LF 和 1/2 LCs, 
Bt +1 500 IJs/mL LF 均 具有 协同 增 效 作用 ,其 中 1/2 LCs Bt+1500 IJs/mL LF 增 效 作用 最 佳 , 较 单 
žk LF 和 Bt HBF-18 处 理 幼虫 死亡 率 分 别提 高 了 约 38.89% Fe 80. 5596 。 [2536 ] 将 昆虫 病原 线虫 
LF 与 Bt HBF-18 混用 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 防治 具有 加 成 或 协同 增 效 作用 。 

关键 词 : 昆虫 病原 线虫 ; Heterorhabditis beicherriana LF 品系 ; JAA F Jart A HBF-18 Ak; 华北 
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Abstract: [ Aim] This study aims to assess the possible synergistic effect of combined application of the 
entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF ( LF) and Bacillus thuringiensis strain 
HBF-18 ( Bt HBF-18) based on their pathogenicity to Holotrichia oblita larvae, so as to develop a new 
alternative method for white grub control. [ Methods] The pathogenicity of LF at different doses to the 
7 —10-day-old larvae of H. oblita were investigated at different temperatures and soil moistures in the 
laboratory. The effects of Bt HBF-18 on the survival of LF, and the bioefficacy of the combined 
application of nematodes and Bt against the 7 — 10-day-old larvae of H. oblita were also investigated in 
the laboratory. At the same time, the bioefficacy of the combined application of LF and Bt HBF-18 
against the 7 — 10-day-old larvae of H. oblita was investigated with outdoor pot experiments. [Results] 
The results showed that the larval mortality of H. oblita increased with the increase of the application 
dosage of LF and the treatment duration, with the larval mortality rate reaching 10096 at 7 d after 
treatment with LF at the dosage of 800 IJs/100 uL and above. Moreover, 25°C temperature and 1496 — 
2096 soil moisture were proved to be the ideal conditions for the best infection efficiency of LF, and too 
low or too high humidity significantly affected its infection efficiency. Laboratory bioassays showed that 
the LC of Bt HBF-18 against H. oblita larvae after treatment for 9 d was 1. 44 x 10* CFU/g soil, and at 
this concentration Bt HBF-18 showed little effect on the survival of LF. In addition, both the indoor 
bioassay and outdoor pot experiment revealed that the combined application of LF and Bt HBF-18 could 
significantly improve their bioefficacy against H. oblita larvae, showing additive or synergistic effect. 
Indoor bioassay showed that the larval mortality rates in the treatment with LC;s, Bt + 200 IJs/100 uL 
LF for 3 d were increased by about 43. 07% and 36. 05% , respectively, as compared with that in LF 
or Bt HBF-18 applied alone, indicating that the combined application. of LF and Bt HBF-18 has 
significant synergistic effect against H. oblita larvae. Treatments with 1/2 LCso Bt + 1 000 IJs/mL LF, 
LC4,Bt - 1 000 IJs/mL LF and 1/2 LC. Bt - 1 500 IJs/mL LF in the outdoor pot experiment showed 
synergistic effect against H. oblita larvae, and 1/2 LC, Bt +1 500 IJe/mL LF showed the best effect, with 
the mortality of H. oblita larvae increased by about 38. 8996. and 80.5596 , respectively, as compared with 
that in LF or Bt HBF-18 applied alone. [Conclusion] Overall, the interaction between the entomopathogenic 
nematode LF and Bt HBF-18 against the larvae of H. oblita is either additive or synergistic. 
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华北 大 黑 鲁 金色 Holotrichia oblita 是 我 国 地 下 
害虫 的 优势 类 群 之 一 ,其 幼虫 ( 称 为 暗 旱 ) 在 地 下 取 
食 多 种 农作物 林 果 、 牧 草 、 药 材 和 花 齐 等 植物 的 种 
子 幼苗 根系 和 地 下 块 次 ,导致 农作物 缺 苗 断 城 ,其 
至 毁 种 重播 ( 张 美 滩 等 , 2014) 。 随 着 气候 变 暖 ,高 
毒化 学 农药 的 禁用 、 免 耕 或 浅 耕 等 耕作 制度 的 实施 ， 
为 虹 晴 的 存活 和 数量 积累 带 来 了 得 天 独 厚 的 条 件 ， 
特别 是 在 我 国 的 粮食 主 产 区 其 为 害 呈 日 趋 加 重 之 势 
〈( 裴 桂 英 等 , 2010) 。 据 最 新 统计 ,2013 年 我 国 农田 
螃 晴 发 生 面积 8.3 x 10* 公顷 次 ,由 此 造成 的 产量 损 
失 达 46 71W ,折合 人 民 币 15 余 亿 元 (全 国 农业 技术 
推广 服务 中 心 , 2013, 内 部 资料 ) , 而 因 农 产品 质量 






















































































下 降 造 成 的 损失 更 是 难以 估计 。 螃 晴 在 土壤 中 隐蔽 
为 害 ,而 且 危 害 期 长 ,以 化 学 防治 为 主 ,但 化 学 农药 
过 度 使 用 造成 的 土壤 和 地 下 水 污染 农药 残留 等 负 
面 影响 也 相当 严重 ( 刘 树 和 森 等 , 2008 ) 。 因 此 ,无 害 
化 的 绿色 防治 技术 愈 来 愈 受到 人 们 高 度 关注 。 

在 暗 早 的 绿色 生物 防 控 中 昆虫 病原 线虫 
(entomopathogenic nematodes, EPNs) 的 应 用 最 为 广 
泛 ( 颜 荷 等 , 2014) 。 昆 虫 病原 线虫 是 昆虫 的 专 性 寄 
生性 天 敌 , 属 昆虫 内 寄生 线虫 ,其 侵 染 期 幼虫 通过 昆 
虫 寄 主 的 口 器 .气门 和 肛门 等 自然 孔 口 或 直接 穿 过 
节 间 膜 ( 异 小 杆 属 ) 进 入 寄主 体内 , 穿 透 肠 壁 或 气管 
壁 进 入 寄主 血 腔 ;由 于 昆虫 病原 线虫 在 寄主 体内 的 
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运动 和 取 食 ,直接 造成 寄主 机 械 损害 ,进而 引起 组 织 
病变 。 更 重要 的 是 昆虫 病原 线虫 携带 的 共生 细菌 ， 
这 种 共生 细菌 在 寄主 体内 不 仅 能 大 量 繁殖 而 且 会 分 
泌 释 放 杀 虫 毒素 蛋白 ,抑制 其 免疫 反应 ,能 够 导致 寄 
主 在 24 ~48 h 内 因 患 败血症 而 死亡 (Poinar et al., 
1990; Boemare et al., 1993; Æ # WEM SBEHN, 
2007; 吴 文 丹 等 , 2015), HRT, E ASRI E i h 
TER nt ipa EX i RD JOH Dj 15, 
例如 利用 昆虫 病原 线虫 Steinernema scarabaei 可 以 对 
[i] 3k BÉ 4 fü Cyclocephala borealis 实现 有 效 控 制 
( Koppenhöfer and Fuzy, 2003); 应 用 Steinernema 
longicaudum X-7 (1.0 x 10^ IJe/fk ) 和 Heterorhabditis 
bacteriophora H06(5. 0 x 10* IJs/ 株 ) 可 有 效 防治 花生 
田 的 暗黑 鳃 金 包 Holotrichia parallela 和 华北 大 黑 鳃 
金龟 Holotrichia oblita( Guo et al., 2013, 2015), 但 
昆虫 病原 线虫 在 实际 应 用 时 防 效 易 受 温度 、 湿 度 、 紫 
外 线 等 不 良 因素 影响 ,速效 性 差生 产 成 本 高 .储存 
困难 等 局 限 性 也 制约 了 其 普及 应 用 (Shapiro-llan et 






















































































thuringiensis subsp. japonensis str. Buibui 混用 提高 了 
对 毛 犀 金 凶 Cyclocephala hirta 3 龄 幼虫 的 杀 虫 效果 
( Koppenhófer and Kaya, 1997) 。 

为 了 突破 昆虫 病原 线虫 和 Bt 在 实际 生产 防治 
中 的 局 限 性 ,深入 发 据 两 者 混用 的 可 能 性 与 发 展 潜 
JI ,我 们 利用 自主 第 选 获 得 对 蚊 早 有 效 的 昆虫 病原 
线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 (LF) ,并 选 
取 对 华北 大 黑 鳃 金 包 具有 良好 杀 虫 活性 的 Bt HBF- 
18 菌株 ,首次 探讨 了 这 两 种 生 防 因子 混合 施用 对 优 
势 种 暗 旱 华 北大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 防治 效果 。 在 明确 
昆虫 病原 线虫 LF 对 华北 大 黑 鳞 金 包 幼虫 致死 作用 
的 适宜 条 件 、 以 及 Bt HBF-18 菌株 对 LF 存活 影响 的 
基础 上 ,开展 了 LF 与 Bt HBF-18 混用 后 能 否 产生 协 
同 增 效 作用 的 室内 生 测 试验 ,并 进行 了 相应 的 室外 
盆栽 试验 ,以 期 为 田间 混合 应 用 呐 定 基础 。 本 研究 
旨 在 通过 昆虫 病原 线虫 与 Bt 两 种 生 防 因子 混用 对 
地 下 害虫 华北 大 黑 鲁 金 怨 幼虫 的 防治 效果 人 研究 ,为 
华北 大 黑 鳃 金鱼 的 生物 防治 提供 技术 储备 ,有 助 于 










































































































































































al., 2002,，2006 ) 。 同 时 ,由 于 同 种 线虫 对 不 同 暗 蜡 
种 类 的 敏感 性 差异 较 大 ,上 且 线虫 单独 施用 效果 有 时 
不 稳定 ( Georgis and Gaugler, 1991; Klein, 1993) 。 
目前 ,人 们 除了 不 断 分 离 新 的 昆虫 病原 线虫 品种 或 
品系 用 于 不 同 虹 晴 的 防治 ,也 在 寻找 其 他 环境 友好 
型 后 物 制 剂 与 线虫 混用 以 降低 防治 成 本 ,稳定 并 提 
高 防治 效果 。 

苏 云 金 芽孢 杆菌 Bacillus thuringiensis ( Bt) 作为 
20 世纪 应 用 最 成 功 的 微生物 杀 虫 剂 ,具有 杀 虫 特异 
性 .对 人 冀 无 害 、 不 污染 环境 等 优点 (Bravo et al., 
2011; Jouzani et al., 2017)。 我 国 在 2009 年 首次 得 
选 到 了 针对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 具有 较 高 杀 虫 活性 
的 Bt HBF-18 菌株 (Bt HBF-18) (Shu et al., 2009), 
ARRAY ZI bn i E E P RT Ee CRX I8 npn 2 
胞 ,但 是 进一步 感染 效率 较 低 ( 黄蜂 , 2017) ,在 实际 
应 用 中 速效 性 较 差 ,一 直 未 能 广泛 使 用 。Bt 的 主要 
杀 虫 物质 为 芽孢 期 形成 的 杀 虫 蛋白 晶体 ,其 在 昆虫 
中 肠 碱 性 环境 中 溶解 并 被 蛋白 酶 活化 ,活化 后 的 毒 
素 与 中 肠 上 皮 细 胞 表面 的 特异 性 受 体 结合 ,插入 细 
胞 膜 形成 孔洞 ,引发 上 皮 细 胞 裂解 ( Kirouac et al., 
2002; Vachon et al., 2012) ,这 些 特点 为 昆虫 病原 线 
虫 及 其 共生 菌 快速 进入 昆虫 的 血 腔 提供 了 有 利 条 
件 ,为 两 者 联 用 增 效 提供 了 理论 基础 。 但 是 国内 外 
有 关 混 用 昆虫 病原 线虫 与 Bt 提高 对 靶 标 害虫 防 效 
的 报道 仅 有 一 例 , 其 将 Steinernema glaseri 线虫 与 苏 
云 金 芽孢 杆菌 日 本 亚 种 Buibui W EK ( Bacillus 

















































































































推动 华北 大 黑 鳃 金龟 的 绿色 防 控 技 术 的 研发 和 产 
业 化 。 














1 材料 与 方法 


1.1 材料 

1.1.1 供 试 昆虫 :从 河北 廊坊 田间 采集 华北 大 黑 鳃 
TARR ,集中 饲养 在 铺 有 土壤 的 养 虫 箱 (50 em x 
70 cm) 中 ,每 箱 约 200 头 , 土 壤 厚 30 cm 左右 ,土壤 
湿度 约 为 15% ,温度 控制 为 (25 上 1)% ,人 饲 喂 新 鲜 榆 
树叶 片 , 待 其 产 卵 后 ,分 批 将 卵 挑 出 , 放 在 湿度 为 
18% 的 土 中 孵化 ,幼虫 饲 喂 新 鲜 的 马 铃 划 块 , 符 幼 虫 
长 到 7 - 10 日 龄 后 供 后 续 试 验 使 用 。 

1.1.2. 供 试 植物 :花生 ,品种 为 “ 鲁 花 8 号 "。4 月 
初 ,在 花 倪 中 (=23 cm) 加 入 重 约 1 kg 混合 土壤 
[ 细 壤 土 与 有 机 质 5:2( m/m) iE ] ,在 土壤 下 3 ~4 
cm 处 点 播 经 过 夜 浸泡 的 花生 种 子 3 颗 / 盆 , 待 花生 
苗 生长 至 下 针 期 备 室外 盆栽 试验 用 。 

1.1.3 供 斌 昆虫 病原 线虫 : Heterorhabditis 
beicherriana. LF 品系 从 中 国 农业 科学 院 廊 坊 中 试 基 
地 花生 实验 田 采 集 的 土 样 中 分 离 获得 ,其 诱 集 及 收 
集 方法 参考 White (1927), RK HK IR Galleria 
mellonella 进行 活体 扩 繁 , 扩 繁 方法 参考 Caugler 
(2002) 。 将 收集 的 侵 染 期 线虫 (infective juveniles, 
Js) 转 和 小 烧杯 纯化 后 以 浅水 层 法 于 7 + 上 15 保存 ， 
时 间 不 超过 15 d( Malan et al., 2011) 。 
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1.1.4 供 试 菌株 :Bt HBF-18 菌株 ,由 中 国 农业 科 
学 院 植物 保护 研究 所 生物 技术 组 提供 。 将 Bt 菌株 
接种 于 LB 固体 培养 基 上 划 线 过 夜 培 养 ,纯化 后 大 
量 接种 于 1/2 LB 固体 培养 基 ,30Y 培养 至 晶体 产 
^E , 油 镜 检验 ,观察 到 芽 胞 释放 量 至 50% 以 上 ( 约 45 
h) 即 可 ; 乔 取 培养 好 的 菌株 ,用 少量 无 菌 水 巧 浮 于 
50 mL 离心 管 中 , 对 菌落 形成 单位 (colony-forming 
units, CFU) 计数 定量 后 备用 。 
1.2 LE 不 同 施用 剂量 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 致 
病 力 

在 六 孔 板 各 孔 内 放 和 人 一 块 新 鲜 马 铃 薯 块 (0.5 
em / 块 ) ,各 孔 接 人 7 -10 日 龄 健康 .个 体 均匀 的 幼 
虫 ,覆盖 相对 湿度 为 18% 左右 的 无 菌 土 ( 过 40 H 
$i) ; 侵 染 期 线虫 用 无 菌 水 稀释 成 100, 200, 300, 
400, 500, 600 和 800 IJs/100 uL 7 个 浓度 ,每 个 浓 
度 取 25 pL 滴 加 到 六 孔 板 的 孔 内 土壤 上 , 盖 上 盖子 ; 
每 个 处 理 设 3 组 重复 ,每 组 供 试 18 头 幼 虫 ,同时 以 
滴 加 无 菌 水 作为 对 照 ,各 处 理 置 于 25 和 恒温、80% 
相对 湿度 下 的 人 工 气候 箱 中 饲养 。 处 理 后 1, 2, 3, 
4, 5,7 和 9 d 统计 幼虫 死亡 数 ,检查 时 直接 通过 六 
孔 板 底部 观察 ,必要 时 翻动 土壤 ,以 其 体 色 变 红 并 停 
止 活动 记 作 被 线虫 侵 染 致死 ;统计 死亡 率 。 
1.3 LF 在 不 同 温度 下 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 致 
病 力 

在 六 孔 板 各 孔 内 放 和 一块 新 鲜 马 铃 薯 块 , 各 和 孔 
接 人 7 -10 日 龄 健康 .个 体 均匀 的 幼虫 ,覆盖 相对 湿 
度 为 18% 左右 的 无 菌 土壤 ; 侵 染 期 线虫 用 无 落水 稀 
释 成 400 IJs/100 pL, 取 25 kL 滴 加 到 孔 内 土壤 上 ， 
关上 羡 子 ;试验 温度 分 别 设 9, 13, 17, 21,25, 29， 
33 和 40%C 8 个 恒温 ,每 个 处 理 设 3 组 重复 ,每 组 18 
头 供 试 幼 虫 ,同时 以 滴 加 无 菌 水 作为 对 照 , 各 处 理 置 
于 相应 温度 及 8096 相对 湿度 下 的 人 工 气候 箱 中 人 饲 
养 。 检 查 方法 同 1.2 节 。 
1.4 LF 在 不 同 土壤 湿度 下 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 
的 致 病 力 

在 六 孔 板 各 孔 内 放 入 一 块 新 鲜 马 铃 薯 块 , 各 和 孔 
BEAT -10 日 龄 健康 .个 体 均匀 的 幼虫 , 灭 菌 土 用 无 
菌 水 配 成 土壤 含水 量 分 别 为 5% , 8% , 11% , 1496 , 
1796 , 2096 fll 2396 (质量 浓度 )7 个 湿度 ; 侵 染 期 线 
虫 用 无 菌 水 稀释 成 400 Js/100 pL, 取 25 pL 滴 加 到 
孔 内 土壤 上 ,用 保鲜 膜 覆 盖 后 用 刍 子 扎 一 个 小 孔 以 
保证 一 定 的 空气 流通 ,关上 盖子 ;每 个 处 理 设 3 组 重 
复 , 每 组 18 头 供 试 幼虫 ; 同时 以 滴 加 无 菌 水 作为 对 
照 , 各 处 理 置 于 人 工 气候 箱 中 250 恒温 、 设 置 的 相 








































































































应 湿度 梯度 下 饲养 。 检 查 方法 同 1.2 市 。 
1.5 Bt HBF-18 对 华北 大 黑 鲁 金龟 幼虫 的 毒 力 测 定 

将 定量 好 的 菌 悬 液 用 无 菌 水 定 容 至 110 mL, Ht 
干燥 马铃薯 丝 ( 约 30 g) 分 别 漫 泡 于 菌 悬 液 中 20 
min ,然后 取出 土豆 丝 蚊 干 ,将 其 混入 烘 干 的 500 g 
无 菌 土 中 ,剩余 菌 悬 液 用 喷 壶 均匀 喷 人 土 中 ,充分 搅 
拌 。 将 搅拌 好 的 土 样 平均 分 到 六 孔 板 中 ,以 7 - 10 
日 龄 健康 .个 体 均 匀 的 幼虫 作为 供 试 虫 ,接种 于 六 孔 
板 内 ,每 孔 接 虫 1 头 , 每 个 处 理 接 18 头 幼 虫 ,3 KE 
复 ,无 菌 水 处 理 作为 对 照 。 在 25*C 恒温 .80% 相对 
湿度 的 人 工 气候 箱 中 饲养 。 处 理 后 每 隔 1 d 分 别 检 
查 死 亡 虫 数 , 利 用 针头 刺激 虫 体 ,无 任何 反应 的 视 为 
死亡 ,反之 则 为 存活 幼虫 ,统计 后 计算 LC (CFU/g 
土 )。 
1.6 Bt HBF-18 对 LF 存活 的 影响 

依据 1.5 节 中 的 试验 结果 ,将 Bt HBF-18 菌 悬 
液 稀释 为 0.42 x 107, 0.83 x 10? 和 1.66 x 10* CFU/ 
mL 3 个 浓度 梯度 ,其 分 别 对 应 1/4 LCso, 1/2 LCS fll 
LC, ;将 线虫 悬浮 液 加 入 稀释 好 的 不 同 菌 甚 液 中 揪 
名 ,线虫 终 浓 度 均 为 50 IJs/mL, 取 10 mL 混合 液 移 
入 培养 四 (里 =9 cm) 中 ,用 保鲜 膜 密封 后 在 边缘 扎 
些小 孔 ,每 个 处 理 设 3 个 重复 ,以 无 菌 的 清水 线虫 悬 
浮 液 作为 对 照 。 各 处 理 置 于 25% 恒温 .80% 相对 湿 
度 的 黑暗 条 件 下 放置 3, 6 和 9 d 后 ,在 显微镜 下 随 
机 检查 每 个 处 理 1 mL 混合 液 中 线虫 的 存活 情况 , 计 
算 校 正 死亡 率 。 如 果 Bt 对 线虫 的 致死 作用 或 者 亚 
致死 效果 没有 超过 10% , 则 展开 后 续 实 验 。 

判断 标准 参考 昆虫 病原 线虫 对 药剂 的 3 种 不 同 
反应 类 型 ( Rovesti et al., 1988; 魏 洪 义 等 ，1991 ; 
Ishibaahi and Takii, 1993) , 即 :(1) 和 死亡 的 线虫 : 身 
体 僵 直 或 卷曲 ,不 活动 ,对 针 刺 无 反应 ;(2) 亚 致死 
状态 的 线虫 :身体 卷曲 ,由 于 药剂 麻 兽 作用 引起 痉挛 
性 或 抽 搞 性 活动 ,对 针 刺 无 反应 或 反应 非常 迟缓 ; 
(3) 不 受 药剂 影响 的 线虫 :与 对 照 线虫 一 样 ,身体 活 
动 舒 展 或 静止 不 动 ,静止 的 线虫 经 探 针 触 碰 后 反应 
迅速 。 
1.7 LF 5 Bt HBF-18 混用 时 Bt HBF-18 预 处理 
最 优 时 间 筛 选 

用 菌 悬 液 浸 泡 干燥 的 马 铃 莫 丝 20 min, 后 取出 
土豆 丝 了 脐 干 ,将 其 混 人 烘 干 的 无 菌 土 中 ,剩余 菌 巧 液 
用 喷 壶 均匀 喷 入 土 中 ,充分 挠 拌 ,使 得 Bt 浓度 为 
LCa ,将 搅拌 好 的 土 样 平均 分 到 六 孔 板 中 ,以 7 - 10 
日 龄 健康 .个体 均匀 的 幼虫 作为 试 虫 ,接种 于 六 孔 板 
内 ,每 孔 接 虫 1 头 ; 将 线虫 悬浮 液 稀释 成 100 1Js/100 
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KL, 分 别 在 Bt 预 处 理 0, 2, 4 和 6 d 后 加 入 线虫 及 
浮 液 25 kL。 每 个 处 理 接 18 头 幼虫 ,3 次 重复 ,清水 
处 理 作为 对 照 。 各 处 理 置 于 25% 恒温 .80% 相对 湿 
度 下 饲养 。 加 入 线虫 后 3, 5 和 7 d 分 别 检 查 幼 虫 的 
死亡 数量 ,利用 针头 刺激 虫 体 ,无 任何 反应 的 视 为 死 
亡 , 反 之 则 为 存活 幼 忠 。 
1.8 LF 5 Bt HBF-18 混用 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼 
虫 防 治 效果 的 室内 试验 

配 成 1/4 LC, 1/2 LC FI LCs 3 个 Bt 浓度 梯 
度 的 带菌 土 ; 将 侵 染 期 线虫 用 无 菌 水 稀释 成 100， 
200 和 300 IJs/100 kL。 线 虫 与 Bt 进行 两 两 组 合 ， 
各 组 合 分 别 为 了 (1/4 LCsBt +100 1Js/100 pL LF), 
II (1/2 LCsoBt + 100 IJs/100 pL LF), Ill ( LC4Bt + 
100 IJs/100 pL LF), IV (1/4 LC4 Bt + 200 IJs/100 
pL), V (1/2 LC Bt + 200 IJs/100 uL LF), VI 
( LCs Bt +200 IJs/100 pL LF), VI(1/4 LC, Bt +300 
1Js⁄/100 pL LF), WI (1/2 LCs Bt +300 IJs/100 pL 
LF) &IIX ( LC4,Bt +300 1Js/100 uL LF)。 各 组 合 均 
fg Bt 预 处 理 2 d 后 加 入 线虫 甚 浮 液 25 kL。 处 理 设 
置 及 检查 方法 同 1.7 节 。 
1.9 LF 5 Bt HBF-18 单独 处 理 及 两 者 混用 对 华 
北大 黑 鳃 金龟 幼 虫 防治 效果 的 室外 盆栽 试验 

昆虫 病原 线虫 单独 处 理 :将 活力 良好 的 侵 染 期 
线虫 稀释 成 500, 1 000, 1 500, 2 000, 3 000 和 
4 000 IJs/ml 一 系列 剂量 梯度 , 设 清水 处 理 为 对 照 。 
用 铲子 按 除 花 贫 中 厚度 约 3 cm 的 土壤 , 接 入 幼虫， 
然后 覆盖 3 cm 厚 的 18% 相对 土壤 湿度 的 细 壤 土 ， 
在 花生 根基 部 附近 加 入 1 mL 线虫 悬浮 液 。 各 处 理 
均 重 复 3 次 ,每 个 处 理 接 入 15 头 健康 .个体 均 匀 的 
7-10 日 龄 供 试 幼虫 。7 d 后 统计 幼虫 的 死亡 数 。 

Bt 单独 处 理 :将 Bt 菌 悬 液 稀 释 为 3.0 x 107, 
6.0 x10, 1.2 x 105, 2.4 x 10* 和 4.8 x 100* CFU/g 
E5 个 浓度 梯度 , 设 清水 为 对 照 ; 用 铲子 挖 除 花 倪 中 
厚度 约 3 cm 的 土壤 ,在 花生 根基 部 灌 入 含有 相应 量 
的 Bt PRESE 15 mL,2 h 后 接 和 幼虫 ,然后 覆盖 3 cm 
厚 的 18% 相对 土壤 湿度 的 细 壤 土 。 各 人 处理 均 重复 3 
次 ,每 个 处 理 接 入 15 头 健 康 、 个 体 均匀 的 7-10 日 
龄 幼虫 。9 d 后 统计 幼虫 死亡 数 并 计算 LCs。 

昆虫 病原 线虫 与 Bt 菌 的 混 配 处 理 : 配 制 1/4 
LCs,,1/2 LCs, 和 LCa 浓 度 的 Bt 菌 悬 液 。 将 活力 良 
好 的 侵 染 期 线虫 稀释 成 500, 1 000 和 1 500 IJs/mL 
3 个 剂量 梯度 ,将 线虫 与 Bt 两 两 组 合 ,各 组 合 分 别 
为 A(1/4 LCso Bt + 500 IJs/mL) , B(1/2 LC Bt + 
500 IJs/mL LF) , C(LC; Bt +500 IJe/mL LF), D(1/ 















































4 LCj4Bt +1 000 IJe/mL LF), E(1/2 LC4,Bt +1 000 
IJs/mL) , F(LC,,Bt +1 000 IJe/mL LF), G(1/4 
LC;,Bt + 1 500 IJs/mL LF), H(1/2 LC;,Bt +1 500 
IJs/mL LF) fill I( LC4,Bt +1 500 IJe/mL LF) , 设 清水 
处 理 为 对 照 。 用 铲子 控 除 花 盆 中 厚度 约 3 cm 的 土 
壤 , 在 花生 根基 部 汐 入 含有 相应 量 的 Bt 菌 悬 液 15 
mL,2 h 后 接 入 幼虫 ,然后 覆盖 3 cm 厚 的 18% 相对 
土壤 湿度 的 细 壤 土 , 待 Bt 预 处 理 2 d 后 ,在 花生 根 
基部 附近 加 入 1 mL 线虫 惹 浮 液 。 各 处 理 均 重 复 3 
次 ,每 个 处 理 接 入 15 头 健康 .个 体 均 匀 的 7 -10 H 
冷 供 试 幼 虫 。 在 加 入 线虫 7 d 后 统计 幼虫 的 死亡 
数量 。 
1.10 数据 分 析 

昆虫 病原 线虫 LF 及 Bt 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 
的 致 病 力 、Bt 对 线虫 毒 力 均 用 校正 死亡 率 (% ) K 
示 。 百 分 数值 均 经 反正 弦 转 换 后 在 Excel 2003 与 
SPSS 17.0 统计 分 析 软 件 上 完成 分 析 。 处 理 之 间 的 
差异 采用 方差 分 析 ,Duncan 氏 法 测验 不 同 处 理 之 间 
的 差异 显著 性 ,概率 水 平 设 P <0.05。 毒 力 回 归 方 
程 及 致死 中 浓度 用 Probit 模型 分 析 。 

校正 死亡 率 ( 96) = 
=X -对 照 死 亡 变 
EE S 

Hx? 检验 判断 线虫 与 Bt 联合 作用 类 型 (McVay 
et al., 1997; Koppenhófer and Kaya, 1997, 2002) 。 
每 个 处 理 的 供 试 昆 虫 的 死亡 率 由 死亡 虫 数 除 以 处 理 
总 虫 数 ,并 且 转 换 为 校正 死亡 率 。 线 虫 与 Bt 混用 对 
供 试 昆 虫 的 期 望 致死 数 M, HEBER M =My + 
Ms(1 - My) , 乘 以 供 试 昆 虫 总 数 计算 而 得 ,其 中 MAv 
IL M, 分 别 为 线虫 和 Bt 单独 处 理 供 试 昆虫 的 校正 
死亡 率 。 X < (Ms - M,)'/M,, Kp Mns 为 线虫 与 
Bt 混用 对 供 试 昆虫 的 实际 校正 死亡 数 ,Ms 为 线虫 
与 Bt 混用 对 供 试 昆虫 的 期 望 致死 数 。 计 算出 的 廊 
值 与 x 值 表 进 行 比较 。 当 x 三 3. 84(df=1 和 P= 
0.05) 及 My, <M; 时 ,显示 2 种 杀 虫 因子 混用 表现 
HEDE H (antagonism ) ( 即 2 种 杀 虫 因子 混用 后 
的 毒 力 明 显 低 于 各 因子 毒 力 的 总 和 ); 当 好 <3. 84 
(df=1 和 P=0.05) 时 ,显示 2 种 杀 虫 因子 混用 表现 
为 加 成 作用 (additivity)( 即 2 种 杀 虫 因子 混用 后 的 
毒 力 与 各 因子 毒 力 的 总 和 相似 ) ; x 二 3. 84(df=1 
f P 20.05) € Myg >M; 时 ， 显示 2 种 杀 虫 因子 混 
用 表现 为 增 效 作用 (synergism) (BI 2 种 杀 虫 因子 混 
用 后 的 毒 力 明显 超过 各 因子 毒 力 的 总 和 ) 。 
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显著 (P<0.05); 线 虫 处 理 2 d 后 ,800 IJs/100 pL 
2 结果 线虫 剂量 下 幼虫 的 死亡 率 显著 高 于 400 1Js/100 pL 


2.1 LF 不同 施 用 剂量 对 华北 大 黑 鲁 金龟 幼虫 的 致 
病 力 

表 1 表明 , 随 IF 处理 时 间 增 加 ,华北 大 黑 鳃 金 
外 幼虫 死亡 率 逐 渐 增 加 ;相同 侵 染 时 间 下 , 随 线虫 剂 
量 的 增加 ,幼虫 死亡 率 总 体 量 上升 趋 势 。 线 虫 处 理 
1 d 后 ,200 IJe/100 pL 及 以 上 剂量 处 理 间 幼虫 死亡 
率 无 显著 差异 (P >0.05), 但 500 IJe/100 pL 及 以 
上 剂量 与 100 IJs/100 kL 剂量 处 理 间 其 死亡 率 差 异 


表 1 









































及 以 下 剂量 (P <0. 05 ) ,与 其 他 剂量 处 理 间 差异 不 
显著 (已 > 0. 05 ) ;线虫 处 理 3 d 后 ,800 IJs/100 pL 
剂量 下 幼虫 死亡 率 为 66. 67% ,显著 高 于 100 和 200 
1Js/100 uL 线虫 剂量 (P < 0. 05 ) , 与 其 他 处 理 间 差 
异 不 显著 (P >0.05) ;线虫 处 理 4 -9 d 后 ,300 IJs/ 
100 pL 及 以 上 线虫 剂量 下 幼虫 死亡 率 显 著 高 于 其 
他 剂量 处 理 (P <0.05); 线 虫 处 理 7 d 后 ,800 IJs/ 
100 pL 剂量 下 幼虫 死亡 率 达 到 了 100% (%1), 


















































昆虫 病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 不 同 施用 剂量 对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 -10 日 龄 幼虫 的 致 病 力 


Table 1 Pathogenicity of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF 


at different dosages to the 7 — 10-day-old larvae of Holotrichia oblita 


剂量 Dosage 


校正 死亡 率 Corrected mortality rate ( 96 ) 








(1]s/100 uL) ld 2d 3d 4d 5d 7d 9 d 
100 0.00+0.00b 0.00+0.00d4 19.44+2.78b 33.33 8.82 b 36.67 £6.67c 43.33 £6.67 c 40.74 £9.80 c 
200 5.73 +2.36 ab 10.25 45.12 cd 20.43 48.56 b. 46.15 x0.00b 61.11 £5.56 b... 69.70 £3.03 b 72.70 &5.25 b 
300 8.1024.10 ab 18.52 49.70 be 37.03 +3.70 ab 70.83 £4.17a 85.71 £8.25 a 90.48 £9.52 a 90.48 +9.52 ab 
400 10.46 +2.37 ab 19.44 £2.78 be 44.44 +7.35 ab 77.78 x12.11 a 90.00+10.0a 93.33 46.67a 96.29 «3.70 a 
500 15.23 £4.13 a 30.30 +3.03 ab 46.67 +3.33 ab 83.33 48.82a 92.59 £3.70a 96.29 «3.702 100.00 £0.00 a 
600 15.23 £4.13 a 35.87 x5.12 ab 50.00 «4.81 ab 86.67 13.33 a 92.59 +3.70a 96.29 «3.702 100.00 £0.00 a 
800 15.55 £2.22a 42.42 £3.03a 66.67216.04a $87.88 +8.02a 95.24+4.76a 100.0+0.00a 100.00 £0.00 a 








表 中 数据 为 平均 值 at 




















误 ; 同 一 列 数据 后 不 同 字 母 为 Duncan 氏 多 重 比较 差 异 显 著 (P<0.05)。Data are presented as mean + SE, and those 


followed by different letters in the same column are significantly different by Duncan’ s multiple range test (P «0.05). 表 2 和 3 同 The same for Tables 


2 and 3. 


2.2 LF 在 不 同 温度 下 对 华北 大 黑 鳃 金色 幼虫 的 致 
病 力 

表 2 表明 , 当 温度 为 9 时 ,IF 处 理 9 d 后 华北 
大 黑 鳃 金 旬 幼虫 的 死亡 率 仍 然 为 零 ,说 明 此 温度 下 
LF 对 幼虫 无 侵 染 能 力 ;13 和 40C 下 LF 处 理 3 d 
时 幼虫 死亡 率 为 零 , 可 见 这 两 个 温度 对 LF 的 侵 染 
力 造 成 了 显著 影响 ;以 上 3 个 温度 为 LF 的 极 不 适宜 
温度 。33% 和 40Y 处 理 7 d 后 幼虫 死亡 率 仅 分 别 为 
41.03% 和 5.13% ,并 且 随 处 理 时 间 的 增加 其 死亡 









































率 不 再 增加 ,说 明 33% 及 以 上 的 温度 限制 了 LF 的 
侵 染 能 力 ;21 ~29% 温度 范 围 内 处 理 1-3 d 和 5 -9 
d, 各 温度 处 理 间 幼虫 死亡 率 无 显著 差异 (P > 
0.05) ,但 是 均 显 著 高 于 17% 处 理 时 的 幼虫 死亡 率 
(P «0.05) ;25*C Z& E P IRE 4 d 后 幼虫 死亡 率 显 著 
大 于 其 他 任何 温度 处 理 (P «0. 05) ,处 理 9 d 后 幼 
虫 死亡 率 达 到 了 100% 。 综 上 所 述 ,21 -29'C 的 温 
度 范围 为 LF 侵 染 较 适宜 的 环境 温度 ,25 人 为 该 病 
原 线虫 最 适宜 的 侵 染 环境 温度 。 


















































表 2 


昆虫 病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 在 不 同 温度 下 对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 -10 日 龄 幼虫 的 致 病 力 


Table 2 Pathogenicity of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF to 


the 7 —10-day-old larvae of Holotrichia oblita at different temperatures 








温度 (Y ) 校正 死亡 率 Corrected mortality rate ( 96 ) 

Temperature ld 2d 3d 4d 5d 7d 9d 
9 0.00x0.00b  0.00x0.00d 0.00+0.00d 0.00+0.00e 0.00+0.00e 0.00+0.00e  0.002z0.00e 
13 0.00+0.00b  0.00+0.00d 0.00+0.00d 21.43+2.12d 28.57z4.12c 30.95x2.38e 35.71 +4.12 c 
17 2.08 +2.08 a 4.44+2.41c 20.00 +6.67 bc 37.78 £4.44 c 53.33 +3.85b 57.78+5.88b 62.22 +5.88 b 
21 2.08 +2.08 a 22.22 +2.22 ab 35.56 +2.37 ab 64.44 x5.88b 76.19+2.38a 85.71+4.12a 88.59 +2.38 a 
25 4.44 +2.22a 26.19+6.30a 46.15+4.44a 79.49+5.13a 87.18+6.78a 94.87 x2.56 a 100.00+0.00 a 
29 2.22x2.22a 26.19+4.76a 38.89+10.20a 63.89+5.56b 77.78 £7.35 a 86.11=+10.02 a 86.11 10.02 a 
33 0.00x0.00b 11.11 +2.09 be. 15.56 x2.22 c 28.21 +5.64 cd 38.46 +4.44 be. 41.03 x5.13b 41.03 £5.13 c 
40 0.00x0.00b  0.00+0.00d 0.00+0.00d 2.38+7.16e 2.56+2.41d 5.13+2.56d  5.132z2.56d 
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2.3 LF 在 不 同 土壤 湿度 下 对 华北 大 黑 鲁 金龟 幼虫 
的 致 病 力 

表 3 表明 ,IF 处理 1 d 后 ,各 土壤 湿度 处 理 间 
华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 校正 死亡 率 无 显著 差异 
(P 20.05) ;线虫 处 理 2 d 后 ,20% 的 土壤 湿度 下 幼 
虫 死亡 率 显著 高 于 5% 和 8% 的 处 理 (P «0. 05) ,而 
与 其 他 处 理 间 差 异 不 显著 (P >0.05) ;线虫 处 理 3 - 
7 d 各 时 间 段 ,11% ~20% 的 土壤 湿度 范围 内 线虫 对 
幼虫 的 致 病 力 没有 明显 的 变化 ,但 5% 和 8% 土壤 湿 







































































度 下 线虫 的 致 病 力 较 弱 ;感染 线虫 9 d,14% ~ 2096 
土壤 湿度 下 的 幼虫 死亡 率 到 达 了 90% 以 上 ,20% 处 
理 的 幼虫 死亡 率 达 到 了 100% , 显著 高 于 其 他 土壤 
湿度 处 理 造 成 的 幼虫 死亡 率 (P<0.05); 在 14% ~ 
20% 处 理 间 幼虫 死亡 率 差 异 不 显著 (已 >0.05 ) 。 由 
此 可 见 ,LF 侵 染 华北 大 黑 鲁 金龟 幼虫 的 适宜 土壤 湿 
度 范围 为 14% ~20% ,湿度 过 低 或 过 高 都 会 显著 影 
响 这 一 线虫 的 致 病 力 。 



























































表 3 昆虫 病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 在 不 同 土壤 湿度 下 对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 一 10 日 龄 幼虫 的 致 病 力 


Table 3 Pathogenicity of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF 
to the 7 -10-day-old larvae of Holotrichia oblita at different soil moisture 


土壤 湿度 (% ) 校正 死亡 率 Corrected mortality rate ( 96 ) 








Soil moisture ld 2 d 3d 4d 5d 7d 9d 
5 0.00 +0.00 a 0.00 +0.00 c 6.06 +3.03 c 0.00 +0.00 d 3.70 +2.53 c 18.51 +13.35 c 14.28 +8.25 e 
8 3.71 x1.85a 11.11 +5.88 be 21.43 +7.14b e 33.33 +8.59 c 35.90 +9.25 be 41.02+2.56b 48.72 +2.57d 
11 5.56 +0.00a 18.75+3.61 abc 42.22 +2.22 ab 61.50 +4.44 abc 69.23 +4.44a 76.92 +0.00a 79.49 +2.57 c 
14 3.70 +1.85 a 20.37+1.85 abe 47.92 +9.08 a 68.89+2.22 ab 75.55 x2.22a 82.22 +2.22a 93.33 +3.84 ab 
17 5.56 +0.00 a 37.03 +8.07 ab 58.82 +3.40 a 72.92 +4.17 ab $83.33 +9.08 a 89.58 +2.08 a 93.75 +0.00 ab 
20 7.41 +3.70 a 43.75 x15.73a 68.75+6.25a 88.89 +5.88 a 88.89+5.88 a 88.89+5.87a 2100.00 x0.00a 
23 3.71 x1.85a 18.52=+1.85 abe 44.44 +3.21 ab 49.02 +8.55 bc 58.33 +8.33 ab 79.16 +4.17a 81.25 +3.61 bc 


2.4 Bt HBF-18 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 的 毒 力 
Bt HBF-18 对 华北 大 黑 鳃 金 包 幼虫 的 毒 力 随处 
理 时 间 的 增加 逐渐 增强 , 随 Bt 浓度 的 增 大 毒 力 逐渐 
增强 ,其 中 2.35 x 105, 4.7 x10°, 9.4 x 105, 1.88 x 
10” 和 3.75 x10” CFU/g ÉJ Bt 浓度 处 理 后 9 d 的 
死亡 率 分 别 是 61.75% , 69.94% , 72. 6896 , 75. 4196 
fill 86. 3496 ;各 浓度 处 理 后 10 d 死亡 率 较 处 理 后 9 d 
均 不 再 增加 (图 1)。 由 表 4 可 见 ,处 理 后 9 d, Bt 
HBF-18 对 华北 大 黑 鳃 金 包 幼虫 的 致死 中 浓度 
(LCa) Æ 1.44 x 10* CFU/g 土 ,相关 系数 为 0.958。 
2.5 Bt HBF-18 对 LF 存活 的 影响 

不 同 Bt 浓度 处 理 3, 5, 7 和 9 d 后 , 均 无 亚 致 
死 状态 的 LF 线虫 出 现 。 各 浓度 处 理 相 同时 间 之 间 
差异 不 显著 (已 >0.05) ,并 且 对 LF 的 致死 作用 都 没 
有 超 10% (图 2)。 由 此 可 见 ,Bt HBF-18 Xf LF 的 存 
活 基本 没有 影响 。 
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图 1 不 同 浓度 Bt HBF-18 处 理 后 华北 大 黑 馈 金色 
7 -10 日 龄 幼虫 的 校正 死亡 率 
Fig. 1 The corrected mortality of the 7 — 10-day-old 


larvae of Holotrichia oblita after treatment 

with different concentrations of Bt HBF-18 
Bil - B5; Bt 浓度 分 别 为 2.35 x 105, 4.7 x105, 9.4 x 105, 1.88 x 
10? 113.75 x 10? CFU/g + Bt concentrations 2. 35 x 10°, 4.7 x 10? , 
9.4 x108, 1.88 x 10? and 3.75 x 10? CFU/g soil, respectively. 


表 4 Bt HBF-18 处 理 9 d 对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 -10 日 龄 幼虫 的 毒 力 
Table 4 Toxicity of Bt HBF-18 to the 7 -10-day-old larvae of Holotrichia oblita after treatment for 9 d 




















菌株 回归 方程 LCso 95% 置信 限 (CFU/g soil) 相关 系数 
Isolate Regression equation ( CFU/g soil) 95% confidence limit Correlation coefficient 
Bt HBF-18 y= -0.099 +0. 622x 1.44 x10? 0.2 x 107 -3.9 x10? 0.958 


2.6 Bt 和 LF 两 者 混用 时 Bt HBF-18 预 处 理 最 优 
时 间 筛 选 
由 图 3 可 知 ,应 用 Bt 预 处 理 0 d( M, 234. 87; 


Myg 235.66; x^ 20.02 <3.84), 2 d( M, =38.96; 
My 252.85; Y! 24.95 53.84), 4 d(M, =40. 72; 
My 249.42; Y? 21.85 «3.84) fll 6 d( M, -41.44; 
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校正 死亡 率 (9%) 
Corrected mortality rate 





0.42 0.83 1.66 
Bt 浓度 Bt concentration (10 CFU/mL) 
图 2 不 同 浓度 Bt HBF-18 处 理 不 同时 间 后 昆虫 
病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana. LF 品系 
的 校正 死亡 率 


Fig. 2 The corrected mortality rate of the entomopathogenic 














nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF after 
treatment with different concentrations of 
Bt HBF-18 for different time 
柱 上 相同 小 写字 母 表示 Duncan 氏 多 重 比 较 差异 不 显著 (P > 


0.05) , The same lowercase letters above bars indicate no significant 





difference by Duncan’ s multiple range test ( P » 0.05). 


O Z& H Nematodes (100 IJs/100 uL) 
E Bt (LC) 
m 线虫 +Bt Nematodes (100 IJs/100 uL)+Bt (LC) 
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Bt 预 处 理 天 数 Pretreatment days of Bt 
3 Bt HBF-18 预 处 理 不 同 天 数 后 与 昆虫 病原 线虫 
Heterorhabditis beicherriana LF 品系 混用 对 华北 
KAMET - 10 日 龄 幼虫 的 致 病 力 


Fig. 3 The pathogenicity of the entomopathogenic 
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nematode Heterorhabditis beicherriana strain LF to 
the 7 — 10-day-old larvae of Holotrichia oblita after 
pretreatment with Bt HBF-18 for different days 
柱 上 星 号 表示 线虫 与 Bt 混用 具有 加 成 作用 ,双星 号 表示 线虫 与 Bt 
混用 具有 协同 增 效 作用 。The additive effect between nematodes and 














Bt is indicated by the asterisk, and the synergism effect between 





nematodes and Bt is indicated by double asterisk. 


Myg 251.71; Y? 22.54 <3.84) 后 再 施用 LF 对 华北 
大 黑 鲁 金色 幼虫 的 防治 效果 具有 加 成 作用 ,并 且 两 
者 混用 的 防治 效果 显著 高 于 单独 的 线虫 或 Bt 处 理 
(P<0.05) 的 效果 ,其 中 应 用 Bt 预 处 理 2 d (M, = 
38.96; Mys =52.85; Y? 24.95 >3.84) 和 4 d( M, = 

















40.72; Myg 254; Y! 24.33 >3.84) 后 与 昆虫 病原 线 
虫 LF 混用 均 具 有 协同 增 效 作用 。 预 处 理 2 d 增 效 
趋势 较 明显 且 防 治 效 果 已 接近 最 佳 , 故 后 期 相关 实 
验 均 采用 Bt 预 处 理 2 d. 
2.7 LF 5 Bt HBF-18 混用 对 华北 大 黑 鲁 金龟 幼 
虫 的 防治 效果 
LF 与 Bt HBF-18 混用 的 所 有 组 合 对 华北 大 黑 
鳃 金龟 幼 虫 的 防 效 均 表 现 出 加 成 (x <3. 84) 或 协同 
增 效 ( 23.84 H. Myr > Ms) 作 用 ( 表 5)。 组 合 I 
中 随处 理 时 间 的 增加 ,混用 人 处理 与 单独 Bt 或 单独 线 
虫 处 理 间 差异 显著 (P <0. 05 ) , 而 混用 处 理 不 同时 
间 之 间 也 存在 显著 差异 (P<0.05), 人 处理 7 d 的 幼 
虫 死 亡 率 显著 大 于 处 理 3 4 和 5 d(P <0.05), 并 且 
混用 处 理 7 d 具有 协同 增 效 作用 (Ms = 36. 86; 
My, 249.26; Y? 24. V1) , 较 单 独 线虫 和 Bt 处 理 死 
亡 率 分 别提 高 了 约 47.90% 和 57.47% ;组 合 工 混用 
处 理 不 同时 间 均 表现 为 加 成 作用 ;组 合 亚 中 ,混用 处 
理 的 幼虫 死亡 率 显 著 大 于 单独 的 线虫 或 Bt 处 理 
(P<0.05), 混 用 处 理 5d 与 7 d4 无 显著 差异 
(已 >0.05) ,但 显著 好 于 处 理 3 d(P <0.05), 其 中 
混用 处 理 5d 具 有 明显 的 协同 增 效 作 用 (Mi = 
36. 12; Myg =49.38; Y? 24. 87) ;组合 V 中 ,混用 处 
理 3 d 表现 为 增 效 作用 ;组 合 V~ 区 中 ,混用 处 理 
5-7 d 差 异 不 显著 (P >0.05)。 其 中 组 合 V 中 混用 
处 理 均 表 现 为 加 成 作用 ;组 合 W 中 混用 处 理 3 d 的 
表现 为 增 效 作用 ,5 d 和 7 d 为 加 成 作用 ;组 合 证 中 
混用 处 理 均 表现 为 加 成 作用 ;组 合 讶 ~ KRAE 
处 理 3 d 时 表现 为 协同 增 效 作用 ( 表 5)。 综 上 所 
述 ,将 LF 5j Bt HBF-18 混用 对 华北 大 黑 鳃 金鱼 幼 虫 
的 防 效 具有 加 成 或 协同 增 效 作用 。 
2.8 LF 5 Bt HBF-18 单独 处 理 及 两 者 混用 对 华 
北大 黑 鲁 金龟 幼虫 防治 效果 的 室外 盆栽 实验 
由 图 4 可 知 ,盆栽 实验 中 单独 LF 处 理 随 施用 剂 
量 的 增加 ,华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 死亡 率 也 逐渐 增加 ， 
当 线 虫 剂量 为 500 JJs/mL 时 ,死亡 率 仅 为 2.789%5 ， 
1 000 JsvmL 的 线虫 剂量 下 幼虫 的 死亡 率 为 20% Æ 
右 ; 当 线虫 剂量 达到 3 000 JJs/mL 时 死亡 率 达 到 
90% 以 上 ,并 显著 高 于 1 000 和 2 000 ir 剂量 的 
死亡 率 ; 但 剂量 再 增加 时 死亡 率 呈 缓慢 增加 (已 > 
0.05), 
X 6 表明 ,盆栽 实验 中 BUS EE 88 6 4 fe 4T 
虫 的 致死 中 浓度 为 1.22 x 10* CFU/g 土 ,相关 系数 
为 0.989。 
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表 


5 昆虫 病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 与 Bt HBF-18 混 


对 华北 大 黑 鲁 金色 7 -10 日 龄 幼虫 的 防治 效果 


Table 5 Bioefficacy of the combined application of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana 


strain LF and Bt HBF-18 against the 7 — 10-day-old larvae of Holotrichia oblita 
































组 合 Fk 理 时 间 (d 类 型 

* om n = De% De (%) Dre (56) Mg Mns X bo 
I 3 19.44 +2.78 abB 9.80 x1.96 bC 21.68 +3.48 aC 14.76 11.70 0.63 加 成 Additivity 
(1/4 LCso Bt + 3 36.67 £6.67 bA 20.83 £5.51 cB 57.27 +4.23 aB 28.86 | 30.93 0.15 加 成 Additivity 
100 IJs/100 pL LF) 7 43.33 6.67 bA 33.76 £2.14 bA 91.23 £2.19aA 36.86 49.26 4.17 增 效 Synergism 
I 3 19.44 +2.78 bB 19.61 +5.20 bC 49.80 £2.01 aC 19.03 26.89 3:25 加 成 Additivity 
(1/2 LCso Bt + 5 36.67 £6.67 bA 31.25 £3.61] bB 80.77 +3.70 aB 34.30 43.62 2.53 加 成 Additivity 
100 IJs/100 pL LF) 7 43.33 6.67 bA 38.03 £2.14 bA 97.81 £2.19aA 41.31 52.82 3.20 加 成 Additivity 
亚 3 19.44 +2.78 bB 27.45+1.96 bC 57.83 +3.48 aB 22.43 31.22 3.44 加 成 Additivity 
(LCso Bt + 5 36.67 £6.67 bA 37.50 £7.22 bB 91.45 x2.14 aA 36.12 49.38 4.87 增 效 Synergism 
100 IJs/100 pL LF) 7 43.33 +6.67 bA | 50.0 £10.83 bA 95.61 £2.19 aA 45.15 51.63 0.93 加 成 Additivity 
IV 3 20.43 8.56 bB.. 9.80 £1.96 beC 39.76 +3.48 aC 13.71 21.04 4.38 增 效 Synergism 
(1/4 LCso Bt + 5 61.11 £5.56 bA 20.83 +5.51 cB 78.63 x4.23aB 41.95 42.46 0.01 加 成 Additivity 
200 IJs/100 uL LF) 7 69.70 +3.03 bA 33.76 x2.14 cA 100.00 x0.00aA 50.94 54.00 0.18 加 成 Additivity 
V 3 20.43 8.56 bB 19.61 £5.19 bC 49.80 +4.02 aB 19.46 26.89 2.84 加 成 Additivity 
(1/2 LCso Bt + 5 61.11 +5.56 bA 31.25 x3.61 cB 100.00 x0.00 3A 47.32 54.00 0.94 加 成 Additivity 
200 IJs/100 uL LF) 7 69.70 +3.03 aA 38.03 x2.14 bA 100.00 x0.00aA 55.33 54.00 0.03 加 成 Additivity 
M 3 20.43 8.56 bB 27.45 £1.96 bC 63.85 £3.48 aB 22.83 34.48 5.95 增 效 Synergism 
(LCso Bt + 5 61.11 £5.56 bA 37.50 x 7.22 cB 100.00 x0.00aA 49.11 54.00 0.49 加 成 Additivity 
200 IJs/100 pL LF) 7 69.70 +3.03 bA | 50.85 10.8 cA 100.00 x0.00aA 59.12 54.00 0.44 加 成 Additivity 
三 3 37.03 +3.70 bB 9.80 x1.96 cC 55.82 +4.02 aB 23.33 30.14 2.00 加 成 Additivity 
(1/4 LCso Bt + 5 85.71 £8.25 bA 20.83 £5.51 cB 100.00 x0.00 aA 53.37 54.00 0.01 加 成 Additivity 
300 IJs/100 uL LF) 7 90.48 +9.52 bA 33.76 x2.14 cA 100.00 x0.00 aA 59.38 54.00 0.49 加 成 Additivity 
Vl 3 37.03 +3.70 bB 19.61 £5.19 cC 69.88 £3.47 aB 26.66 37.74 4.60 增 效 Synergism 
(1/2 LCso Bt + 5 85.71 £8.25 bA 31.25 £3.61 cB 100.00 x3. 70 aA 56.91 54.00 0.23 加 成 Additivity 
300 IJs/100 uL LF) 7 90.48 +9.52 aA 38.03 +2.14 bA 100.00 x0.00aA 62.86 54.00 1-25 加 成 Additivity 
IX 3 37.03 3.70 bB 27.45 £1.96 cC 73.90 £2.01 aB 29.33 39.91 3.85 增 效 Synergism 
(LCso Bt + 5 85.71 £8.25 bA 37.50 x 7.22 cB 100.00 x0.00 aA 59.03 54.00 0.43 加 成 Additivity 
300 IJs/100 uL LF) 7 90.48 +9.52 aA 50.85 x10.8 bA 100.00 x0.00 aA 65.86 54.00 2.14 加 成 Additivity 


DN，De ,Dws 分 别 表示 线虫 、Bt、 线 虫 + Bt 混 

















respectively. Mp, Myg: 分 别 表示 线虫 与 Bt 混 
death individuals after treatment with nematodes + Bt, respectively. 同行 数据 后 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 ( Duncan REH 


合 中 同 列 数据 后 的 不 同 大 写字 母 表 示 差 异 显著 ( Duncan REH 
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下 蚊 旱 的 校正 死亡 率 Corrected mortality rate of grub treated with nematodes, Bt and nematodes + Bt, 
月 望 致死 数 .混用 后 实际 校正 死亡 数 Expected lethal number and the actual corrected number of 
ELLE, P «0.05) ;各 组 


让 比较 , P«0.05), Different lowercase letters following the data in the same row 


indicate significant difference ( Duncan’ s multiple range test, P «0.05) , while different uppercase letters after the data in each combination in each 


column indicate significant difference ( Duncan’ s multiple range test, P «0.05). 2&7 同 The same for Table 7. 
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Fig. 4 Pathogenicity of the entomopathogenic nematode 
Heterorhabditis beicherriana LF to the 7 — 10-day-old 


larvae of Holotrichia oblita in the outdoor pot experiment 


表 7 表明 ,组 合 A-C 混用 处 理 与 单独 Bt 处 理 








之 间 差异 不 显 











# (P >0.05) ,组合 B 和 C 中 混用 处 


理 的 幼虫 死亡 率 显 著 高 于 单独 的 LE 处 理 ;组 合 D - 














I 中 混用 处理 的 死亡 率 显著 高 于 单独 的 线虫 及 Bt 处 


理 (P <0.05) 。 在 组 合 H 和 工 中 的 混用 处 理 效果 :4 



































著 高 于 其 他 组 合 的 混用 处 理 ( 忆 <0. 05 ) ;所 有 组 合 
均 表现 出 不 同 程度 的 加 成 或 协同 增 效 作用 ,其 中 组 
f; E, FA HERA HEREN, E H 增 效 作用 
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(M, 237.17; Myg =52.50; Y? 26.32) , 较 单 
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独 线虫 和 Bt 处 理 分 别提 高 了 约 38. 89% 和 
80. 55% , HEF IX Z (M, =29. 60; Myg =42. 00; 
X. =5.20) , 较 单独 线虫 和 Bt 处 理 幼虫 死亡 率 分 别 
提高 了 约 58.3496 和 33. 34% 。 综 上 所 述 ,盆栽 实验 
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表 6 室外 盆栽 实验 中 Bt HBF-18 对 华北 大 黑 鳃 金 包 7 -10 日 龄 幼虫 的 毒 力 


Table 6 Toxicity of Bt HBF-18 to the 7 — 10-day-old larvae of Holotrichia oblita in the outdoor pot experiment 











菌株 回归 方程 LCso 95% 置信 限 (CFUZg soil) 相关 系数 
Isolate Regression equation ( CFU/g soil) 95% confidence limit Correlation coefficient 
Bt HBF-18 y= -4.143 +3. 813x 1.22 x 10° 9.34 x10? -1.47 x 108 0.989 


X7 盆栽 实验 中 昆虫 病原 线虫 Heterorhabditis beicherriana LF 品系 与 Bt HBF-18 ;E 

对 华北 大 黑 鳃 金龟 7 -10 日 龄 幼虫 的 防治 效果 

Table7  Bioefficacy of the combined application of the entomopathogenic nematode Heterorhabditis beicherriana strain 
LF and Bt HBF-18 against the 7 — 10-day-old larvae of Holotrichia oblita in the pot experiment 





组 合 Combination DN(% ) Dy (96 ) DNB(% ) Mg Myg x 作用 类 型 Effect 
A (1/4 LCso Bt +500 IJs/mL LF) 2.78 +2.78 aC — 5.56 £7.34 aC 5.56 «2.78 aE. 3.92. 3.00 0.21 加 成 Additivity 
B (1/2 LCsoBt 4500 IJs/mL LF) 2.78 +2.78 bC | 16.67 «4.81 aB 22.22 «5.56 aD 8.75 12.00 1.21 加 成 Additivity 
C (LCsoBt +500 IJs/mL LF) 2.78 +2.78 bC | 44.44 7.35 aA 50.00 24.81 aC 20.83 27.00 1.82 加 成 Additivity 
D (1/4 LCsoBt+1 000 IJs/mL LF) — 19.44 7.35 bB 5.56+7.34bC 27.78+7.34aD 12.89 15.00 0.35 加 成 Additivity 
E (1/2 LC,9Bt +1 000 IJs/mL LF) 19.44+7.35 bB 16.67+4.81 bB 50.00+4.81 aC 17.66 27.00 4.93 JE Synergism 
F (LCsoBt+1 000 IJs/mL LF) 19.44 +7.35 cB 44.44 +7.35 bA 77.78 +2.78 aB 29.60 42.00 5.20 增 效 Synergism 
G (1/4 LCsọBt +1 500 IJs/mL LF) — 58.33 24.81 bA 5.56+7.34cC 75.00 +4.81 aB 33.39 40.50 1.51 ”加 成 Additivity 
H (1/2 LCso Bt +1 500 IJs/mL) 58.33 +4.81 bA 16.67 £4.81 cB 97.22+2.78 aA 37.17 52.50 6.32. 增 效 Synergism 
I (LCsoBt +1 500 IJs/mL LF) 58.33 +4.81 bA 44.44 £7.35 cA 100.00 «0.00 aA 46.61 54.00 1.17 加 成 Additivity 














中 将 LF 与 Bt HBF-18 混用 对 华北 大 黑 鳃 金色 幼虫 
的 防 控 也 具有 加 成 或 协同 增 效 作用 ,但 低 剂量 的 LF 
(500 IJs/mL) 与 不 同 浓度 的 Bt HBF-18 混用 时 仅 表 
现 为 加 成 作用 。 





3 讨论 





昆虫 病原 线虫 离开 寄主 昆虫 后 在 土壤 中 存活 期 
的 长 短 及 其 侵 染 能 力主 要 取决 于 土壤 温度 .湿度 和 
土壤 类 型 等 (Shapiro-llan et al., 2006) 。 温度 太 高 ， 
不 利于 EPNs 存活 ;温度 太 低 ,EPNs 活动 能 力 降低 。 
有 研究 表明 , 当 砂 土 含 水 量 为 5% ~ 1596 (w/w) 时 
Steinernema carpocapsae Ohio 线虫 的 杀 虫 活性 最 高 ， 
随 湿度 降低 , 杀 虫 活性 明显 降低 ( 余 向 阳 等 , 2003 ) 。 
男 有 调查 表明 ,在 松 沙土 中 有 线虫 的 概率 为 
20. 8% ,中 壤土 中 为 12. 2% ,而 轻 壤 土 中 却 只 
5.4% (SRM ^, 1905; 王 慧 等 ，1998; 朱 建 华 ， 
2002) 。 本 研究 结果 ( 表 3) 也 表明 ,昆虫 病原 线虫 
LF 在 土壤 湿度 为 14% ~ 2096 时 侵 染 力 较 强 ,华北 
大 黑 鲁 金龟 幼虫 死亡 率 可 达到 90% 以 上 的 ,而 湿度 
过 低 (5% 及 以 下 ) 或 过 高 (23% 及 以 上 ) 都 会 显著 影 
响 LF 的 致 病 力 。 

研究 表明 ,在 最 佳 环境 条 件 下 ,昆虫 病原 线虫 
LF 单独 处 理 7 d 后 华北 大 黑 鲁 金龟 幼虫 的 死亡 率 
达到 了 100%( 表 1) ,表明 昆虫 病原 线虫 LF 具有 较 




































































高 的 室内 杀 虫 活性 ,但 是 速效 性 较 差 , 与 钱 秀 娟 等 
(2015) 利用 Heterorhabditis megidis 0627M 品系 测定 
其 对 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 致 病 力 的 研究 结果 一 致 。 
单独 施用 Bt HBF-18 菌株 对 华北 大 黑 鲁 金鱼 幼虫 的 
室内 毒 力 测定 结果 表明 ,处理 10 d, 高 浓度 的 Bt 杀 
虫 效果 也 仅 为 86. 34% (图 1) ,说 明 其 致 病 力 较 弱 
且 速 效 性 差 。 另 有 研究 表明 , 随 着 Bt 制剂 持续 使 用 
以 及 转 Bt 作物 的 广泛 种 植 导 致 了 靶 标 害虫 的 中 肠 
蛋白 酶 缺失 、 酯 酶 鳌 合 及 免疫 反应 增强 、Bt 毒素 结 
合 位 点 改变 等 (Ferrg and Van Rie, 2002; Gunning et 
al., 2005; Rahman et al., 2007) ,从 而 使 地标 害虫 对 
Bt 产生 了 抗 性 。 例 如 印度 田间 的 红 铃 下 
Pectinophora gassypiella 对 CyrlAc 产生 了 抗 性 ,巴西 
PREE, Spodoptera frugiperda 在 田间 对 Cryl Ab 产生 
了 抗 性 等 (Tabashnik，2010; Omoto et al., 2015), 
而 我 们 将 昆虫 病原 线虫 IF 和 Bt HBF-18 混用 的 研 
究 结果 表明 ,所 有 的 线虫 和 Bt 的 组 合 都 具有 不 同 程 
度 的 加 成 或 协同 增殖 作用 , 盆栽 实验 中 组 合 HCI/2 
LCs Bt +1 500 IJs/mL LF ) 致使 华北 大 黑 鳃 金龟 幼 
虫 死 亡 率 达 到 9796 以 上 ,与 单独 线虫 3 000 IJs/mL 
以 上 剂量 处 理 死亡 率 相当 ,此 组 合 增 效 作用 明显 , 较 
单独 线虫 和 Bt 处 理 幼虫 死亡 率 分 别提 高 了 的 
38. 8996 和 80. 5596 ( 表 7) ,表明 LF 和 Bt HBF-18 混 
合 施用 防治 华北 大 黑 鳃 金龟 幼虫 可 以 减少 30% 昆 
虫 病原 线虫 和 Bt 的 使 用 剂量 ,提高 速效 性 ,为 延 组 
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日 益 严 重 的 害虫 抗 药性 问题 提供 了 新 的 思路 与 途径 。 

昆虫 病原 线虫 与 Bt 混用 产生 加 成 或 增 效 的 原 
因 可 能 与 暗 晴 对 外 来 入侵 的 防御 机 制 有 关 。 暗 旱 的 
防御 机 制 主要 有 行为 防御 和 生理 防御 ,行为 机 制 是 
通过 摩擦 表皮 或 清理 口 器 以 清理 掉 附 在 其 表皮 或 口 
右上 的 线虫 (Gaugler et al., 1994) ,生理 防御 是 暗 旱 
的 体液 使 侵 和 人 的 线虫 包 塞 化 ,从 而 杀 死 线虫 或 使 侵 
人 其 体内 的 线虫 失去 杀 虫 活性 (Wang et al., 1995) 。 
已 有 研究 表明 ，Bt HBF-18 可 以 引起 虹 晴 中 肠 肠 壁 
细胞 排列 玻 松 ,细胞 空洞 化 等 病变 ( 王 小 奇 等 ， 
2016) KEIR T RITER R KIIRE JI ,方便 线虫 侵 
入 及 其 共生 菌 在 体内 的 繁殖 ;另外 线虫 会 对 寄主 体 
内 的 CO, 浓度、 分泌 物 等 产生 敏感 反应 ( 杨 秀 苍 和 
杨 怀 文 , 1998) ,而 经 Bt 处 理 后 势必 会 引起 螃 晴 代 
谢 活动 的 变化 ( 谭 树 乾 , 2013) ,间接 提高 了 线虫 的 
侵入 机 率 , 以 上 因素 都 可 能 是 两 者 混用 产生 加 成 或 
增殖 效果 的 原因 。 

针对 盆栽 试验 中 低 剂 量 LF 与 Bt HBF-18 混用 
或 者 低 浓 度 Bt HBF-18 与 LF 混用 (1/4 LCsoBt +500 
IJs/mL LF, 1/2 LC Bt + 500 IJs/mL LF, LC, Bt + 
500 IJs/mL LF, 1/4 LC;o Bt + 1 000 IJs/mL LF, 1/4 
LCsoBt +1 500 IJs/mL LF) 仅 表现 为 加 成 作用 ( 表 
7) ,分 析 其 原因 可 能 是 线虫 受 外 界 环境 不 良 因 素 的 
影响 致使 其 自身 存活 率 不 足 ,另外 此 浓度 下 Bt 对 暗 
时 毒 力 较 小 ,基本 上 没有 影响 暗 旱 的 正常 活动 所 致 。 
在 今后 研究 中 将 从 组 织 病理 学 及 体内 相关 酶 活性 变 
化 的 角度 展开 深入 研究 病原 线虫 与 Bt 混用 的 机 理 ， 
并 进一步 验证 联合 施用 对 华北 大 黑 鳃 金鱼 幼虫 的 田 
间 防 效 。 此 外 还 需 通 过 进一步 的 试验 证 实 昆 虫 病原 
线虫 LF 与 Bt HBF-18 混用 对 其 他 虹 晴 类 地 下 害虫 
的 作用 效果 ,以 便 满 足 农 作物 生产 上 防治 螃 晴 类 地 
下 害虫 的 实际 需求 。 
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